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© Verfahren zur Hersteliung von stabllen ozonisierten Olen aus unges&ttigten Pflanzenolen. 



© Es wird ein Verfahren zur Hersteliung von stabilen ozonisierten Olen aus ungesattigten Pflanzenolen durch 
Enlerten eines Ozon-Sauerstoff-Gemisches in das 01 bis zur Sa'ttigung beschrieben. Nach der Ozonisierung wird 
eine ExtraktionsbehandJung in saurem Milieu in Gegenwart ernes Redoxsystems, das zu einer gemaftgten 
radikalischen Reaktion fahig ist und in Gegenwart eines kunstiichen oder natilrtichen Antioxidationsmittels oder 
Reduktionsmrttels durchgefiihrt 



< 

00 
CM 

in 
in 

CO 

o 

Q. 



Xerox Copy Centre 



0 235 528 



Verfahren zur Herstellung von stabilen ozonlslerten Olen aus ung satUgten Pflanzenolen 



Di Erfindung betrifft ein Verfharen zur H rstBllung von stabilen ozonisferten 6len aus ungesattigten 
PflanzenSlen unter Entfemung von physiologist* bedenklichen niedermoiekularen Aldehyden und Ketonen 
Das erfindungsgemlfle Verfahren liefert wertvolte Produkte. die sich zur therapeutischen und kostnetischen 
Anwendung bei Mensch und Tier eignen. 

Die keimt5tende Wirkung von ozonisiertem Olivenol ist seit langerer Zeit bekannt (vgl. beispielsweise 
G. Cronheim, Journal of the American Pharmaceutical Association. Bd. 36 (1947), S. 274). Entsprechende 
Handelsprodukte wurden jedoch wegen ihrer teichten Zersetzbarkeit bald wieder aus dem Handel gezooen - 
(vgl. M. Schonbauer, OzoNachrichten, Bd. 3 (1984), S. 28). 

Bei der Umsetzung von Ozon mtt ungesattigten Fettsauren entstehen als therapeutisch wertvolte 
Wirkstoffe peroxidische Produkte und als unerwunschte Nebenprodukte niedermolekuiare Aldehyde und 
Ketone, insbesondere Malondialdehyd. 

Die peroxidischen Produkte werden aufgrund ihrer keimtotenden Wirkung gegenOber Bakterien Pilzen 
und Hefen beispielsweise in der Dermatotogie bei Pilzerkrankungen, Ulcus cruris, schlecht heitenden 
Wunden, mfizierten Wunden und dergleichen eingesetzt Demgegenuber sind die als Nebenprodukte 
gebildeten Ketone und Aldehyde therapeutisch ohne Wirkung und grofierrteils physiologisch bedenkfich 
Letzteres trim insbesondere fOr Malondialdehyd zu. der bei vollstandiger Ozonisierung von ungesattigten 
Pflanzenolen in nicht unbetrachtJichen Mengen auftritt (vgl. Registry of Toxic Effects of Chemical Substan- 
ces. U.S. Department of Health and Human Services. 1984). 

Aufgabe der Erfindung ist es. ozonisierte Produkte aus ungesSttigten Pflanzenolen bereitzustellen die 
therapeutisch wertvolte Produkte darstellen. Ober lange Zeit hinweg stabil sind und einen moglichst 
genngen Gehalt an niedermoiekularen Aldehyden und Ketonen. insbesondere Malondialdehyd. aufweisen 

lm Verlauf von Untersuchungen. die zur Losung dieser Aufgabe angesteltt wurden, wurde festgestellt, 
daB sich Malondialdehyd aus Produkten. die durch Enleften eines Ozon-Sauerstoff-Gemisches bis zur 
Satfigung des Produkte emalten worden sind. teicrrt zu weft Ober 50 Prozent mrt Wasser extrahieren laflt 
Dieses Verfahren ist jedoch nicht praktikabel. da dabei die therapeutisch nutzbaren Peroxide zu etwa 90 
Prozent zerfallen. ErRndungsgemgfl wurde ein spezieltes Extraktionsverfahren aufgefunden. das eine weit- 
gehende Entfemung von Malondialdehyd ermoglicht, ohne daS es zu einer erheblichen Verminderung der 
Peroxidzahl. die ein Mafi fur den Gehalt an peroxidischen Produkten und somit fur die GQte des Produkte 
darsteUt, kommt 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von stabilen ozonisierten Olen aus 
ungesattigten Pflanzenolen durch Bnleiten eines Ozon-Sauerstoff-Gemisches in das Si bis zur SatHgung 
das dadurch gekennzeichnet ist. dafi man nach der Ozonisierung eine Extrakttonsbehandlung in saurem' 
Milieu in Gegenwart eines Redoxsystems. vorzugsweise eines biologischen Redoxsystems, das zu einer 
gemaBigten radikalischen ReakHon fahig ist und in Gegenwart eines kunstlichen oder naturlichen Antioxida- 
tionsmittels oder ReduktJonsmtttels durchfOhrt Als ungesittigte Pflanzenole kommen beispielsweise Oli- 
venol. Distelol, Weizenkeimol, Ujinol. MandelSI. NuBol. SonnenblumenSI. MohnSI. Sesamol Rizinus8I 
Krotonol. Sojaol und Palmol in Rage. Oliven-und Distelol werden bevorzugt Ganz besonders bevorzuot 
wird Olivenol. ^ 

Das verwendete Redoxsystem, das zu radikaJischen Reaktionen fahig ist, wirkt im Organismus sowohl 
als Bektronenakzeptor als auch als Bektronendonator. Bevorzugte Beispiele fDr Redoxsysteme sind 
Ascorbinsaure. das im wesentJichen membranassoziierte Redoxsystem Vitamin E. Vitamin A und die 
biologischen chinoidervbenzoiden-Systeme. Besonders bevorzugt wird Ascorbinsaure. 

Zur Durchfuhrung der Extraktionsbehandlung hat sich ein pH-Wert von 3^ bis 6^ als besonders 
geeignet erwiesen. Zur Gewahrleistung dieses pH-Bereichs konnen beispielsweise AscorbinsSure oder 
Crtronensaure eingesetzt werden. 

Bevorzugte Beispiele fur Anfioxidationsmittel bzw. Reduktionsmrttel sind Butylhydroxyanisol Gallat -nd 
HydrogensulfiL 

Nachstehend wird die Erfindung unter Bezugnahme auf ODven5l naher ertautert Entsprechende 
Ausfuhrungen gelten auch fur die Verwendung von Distelol und anderen ungesattigten Pflanzenolen 

Es wird reines Olivenol entsprechend DAB 8 verwendet Die Herstellung des Ozon-Sauerstoff-Gemi- 
sches erfolgt dabei unter Beachtung der Vorschriften zur Herstellung oder Abfullung von medizinischem 
Sauerstoff. Das Ozon wird durch stille el ktrische Errtladung (absolut stickstofffrei, urn die BikJung von 
aggressiven und reakti nsfahigen Stickoxiden. insbesondere Radikalen, zu vermeiden) g bildet Bei der 
Ozonisierung des Ols wird mit einem kontinuierlichen Durchlauf mit ein m GasfluB im Bereich von 1 bis 2 
Liter pro Minute gearbertet Die verwendete Ozon-Konzentration fiegt vorzugsweise im Bereich von 50 bis 



0 235 528 



70 ug pro ml. Die Ourchperiung des Gls erfolgt unter Verwendung eines zylindrischen GefsUSes mit 
m'glichst hoher "Wassersaule" unter Thermostatisierung bei ca. 20 °C. Dabei ist ein kontinuierficher 
Durchflu/i. insbesondere kurz vor der Sattigungsgrenze, die.sich durch Festwerden des Produkts bet 20 °C 
bemerkbar macht, wichtig. Fur 12 Liter bei einer Gesamthdhe des zylindrischen GefMJSes von 60 cm und 

5 einem Durchmesser von ca. 20 cm ist eine gieichmaBige Durchperlungszeit von 180 bis 300 Stunden je 
nach Ozonkonzentration des Ozon-Sauerstoff-Ausgangsgemisches erforderlich. 

Zur Extraktionsbehandlung werden pro 1 g ozonisiertes Ol etwa 2 bis 20, insbesondere 3 bis 10 und 
vorzugswetse etwa 5 ml wassrige Extraktionslosung verwendet. Die Extraktion erfolgt vorzugsweise durch 
eine 10-bis 60-minQtige AusschOttelung. Zur Steigerung der Effektivitat kann der AusschOttelvorgang 

io mehrfach durchgefOhrt werden. Im Extrakt eventuell noch vorhandenes Uberschussiges Sulfrt kann durch 
AusschOtteln der oligen Phase mit 2-prozentiger wassriger Ascorbinsaurelosung entfemt werden. 

Ma/Jgebend fOr die Qualitat des Produkts sind insbesondere die Peroxidzahl, bestimmt gemafl Sully - 
(DGF-Bnhertsmethoden zur Untersuchung von Fetten, Fettprodukten und verwandten Stoffen, Deutsche 
Geseilschaft fur Fettwissenschaft, Miinster/Westfalen, 1950, S. 76) und der Gehait an Malondialdehyd - 

rs (bestimmt gemafi H* Scherz et al., Mikrochem. Acta, Heft 5, 1967). 

Besonders bevorzugte Kombinationen fur die erfindungsgemafle Extraktionsbehandlung sind Ascor- 
binsaure + Butylhydroxyanisol, Citronensaure und Butylhydroxyanisol sowie Ascorbinsaure und Hydrogen* 
sulftt 

Nachstehend wird die Erfindung anhand von Beispielen naher eriautert 



Bestimmuna von Malondialdehyd 

Die Bestimmung beruht auf der Reaktion von Malondialdehyd mit 2-Methylindol in alkoholisch-salzsau- 
25 rer Losung zu einem bestandigen, intensiv gefarbten Komplex. 



Reagentien und Standardlosungen: 

so 0,1 g 2-Methylenindol in 100 ml reinem EtOH gelost; kurz vor der Verwendung 25 ml konz. HC1 
zugesetzt 

Eichreihe: 45,86 mg MalondialdehydtetraSthylacetai werden mit 3 ml konz. HC1 versetzt und 3 min auf 
50°C erwarmt Danach wird mit destilliertem H 2 0 auf 500 ml erganzt. 100, 200, 300. 400 und 500 ul dieser 
Losung werden auf 1 ml aufgefullt und mit 2 ml 2-MethylindoItdsung versetzt Gleichzeitig wird ein 

35 Blindwert bestimmt wobei 1 ml destilliertes H 2 0 mit 2 ml Reagensldsung versetzt wird. Nach 20 min wird 
die Extinktion bei 555 nm gemessen. 

Bestimmungen von Malondialdehyd im ozonisterten 6l: Etwa 1 g des festen Ols wird genau eingewo- 
gen und unter N 2 -Atmosphare zur VerflQssigung etwas erwarmt (ca. 30 °C). Da das Ol mit den Reagentien 
nicht mischbar ist, werden au0er 2 ml Methylindol noch 1 ml destilliertes H 2 0 zugesetzt und wahrend der 

40 20 min Reaktionszeit unter N^Atmosphare mit einem MagnetrUhrer gerOhrt, urn eine voilstandige Reaktion 
des Malondiaidehyds zu ermog lichen. Gemessen wird dann die alkoholische Phase (nach dem Absetzen 
des Fettes) im Vergleich mit der jedes Mai parallel angesetzten Eichreihe. 



45 Bestimmuna der Peroxidzahl 

In einem trockenen, entfetteten Kolben mit aufgesetztem KOhler werden 10 ml Eisessig und 10 ml 
Chloroform zur Entfuftung der Mischung 2 min unter Ruckflul erhrtzt, danach 1 kg KJ in 1,3 ml H 2 0 (frisch 
zubereitet) zugegeben, ohne das Sieden zu unterbrechen, und nach weiteren 2 min etwa 1 g Of (genau 
so eingewogen) zugesetzt Nach 4 min werden 50 ml destilliertes H 3 0 zugegeben und auf Zimmertemperatur 
abgekuhlt 

Nach Zugabe von 1 ml 1-prozentiger Starkelosung werden unter Umschwenken mit 0,1 n Natriumsul- 
fatlosung bis zur Farblosigkeit der wassrigen Schicht titriert. 

55 
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Peroxidzahl POZ = 



a . 0 f 1 - 1000 



a verbrauchte ml Thiosulfatlosung 
5 E _ Bnwaage in g 



Beispiel 1 

12 Liter Olivenol (gemafl DAB 8) werden in ein zylindrisches Gefafl von ca. 20 cm Durchmesser 
gegeben. Die Fullhohe betragt ca. 60 cm. Das Gefa/J wird auf 20 °C therm ostatisiert Durch das GEfatf wird 
240 Stunden lang gleichmaBig ein Ozon-Sauerstoff-Gemisch mit einer Durchlaufgeschwirdigkeit von 1 bis 2 
Liter/min durchgeperft. Dieses Ozon-Sauerstoff-Gem isch ist durch stille elektrische Entladung von rernem, 
stickstofffreiem Sauerstoff hergesteltt worden. Seine Ozon-Konzentration betragt ca. 60 tig/ml. 

Das erhaltene Produkt weist eine Peroxidzahl (POZ) von 929 und einen Malondialdehyd-Gehatt von 446 
ug/g Ot auf. 

100 g des ozonisierten 6ls werden unter Stickstoffatmosphare unter Ruhren auf 30 °C bis zur Ver 
flussigung langsam entfemt und mit 500 mi einer 2-prozentigen Ascorbinsaurelosung in Gegenwart von 5 
ml 38-prozentrger NaHSOrLSsung versetzt Nach 15-min0tigem AusschOtteln werden die Phasen getrennt 
und die ofige Phase erneut mit 300 ml einer 2-prozentigen Ascorbinsaurelosung ausgeschOttett urn das 
QberschGssige Suffit vollstandig zu entfemen. Bei erneuter Peroxidzahlbestimmung des Produkts ergibt sich 
ein Wertvron 876. Im Wassrigen Extrakt ergibt sich eine POZ von Q. Das olige Produkt ehthatt MaJondialde- 
hyd in einer Menge von 68 ugig Ol und der wassrige Extract 424 ug/g Extraktionsmittel. 

Dies bedeutet, daB durch die Extraktionsbehandlung der Malondialdehyd zu 85 Prozent entfemt worden 
ist, wahrend sich die Peroxidzahl nur um 5,7 Prozent verrigerte. Der wassrige Extrakt enthalt, wie gewun- 
scht, keine Peroxide, wahrend der Malondialdehyd fast vollstandig in die wassrige Phase ubergegangen ist 



Beispiel 2 

Proben des gemaB Beispiel 1 hergestetlten ozonisierten Olivenols werden urrterschiedltchen Extrak- 
tionsbehandlungen unterworfen. Hierzu wird jeweils 1 g ozonisiertes 6l mit verschiedenen wassrigen 
Losungen 15 Minuten lang ausgeschOtteft AnschlieBend werden POZ und MalondiaJdehydgehalt ermittett 
Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle zusammengesteltt 
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TABELLE 



w 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



wassrige Extraktions- 
losung 



ohne Extraktion 



+ 10 ml dest. HgO 

+ 3 ml dest. H 0/EtOH 
1:1 



+ 3 ml Ascorbinsaure- 
losung (1 g/100 ml 
H 2 0) 

+ 10 ml Ascorbinsaure- 
losung 

(1 g/100 ml H 2 0) 

+ 10 ml Ascorbinsaure- 
losung 

(1 g/100 ml) + BHA 

+ 10 ml Ascorbinsaure- 
losung 

(1 g/100 ml) + Gallat 

+ 10 ml CitronensSure- 
losung Y 
(1 g/100 ml) + BHA A 

+ 10 ml CitronensSure- 
losung 

(1 g/100 ml) + Gallat 

+ 10 ml dest. H„0 

+ 100 Ml NaHSO- 38%Lg 

+ 10 ml dest. H 3 0 

+ 50 ul NaHS0 3 ^38%ig 

+ 10 ml Ascorbinsaure- 
ldsung 

(2 g/100 ml) f 100 m1 
MaHSO 38%ig x)2 

+ 10 ml Ascorbinsaure- 
losung 

(2 g/100 ml) + 50 ul 
NaHSO 38%ig x)2 



929 
113 

103 



413 



425 



864 



740 



799 



704 



63 



87 



649 



876 



POZ 



51 Extrakt 



x)1 
15 

16 



0 



0 



18 



16 



0 



0 



0 



0 



Malondialdehyd 
'61 Extrakt 



445 
176 

x)1 



91 



146 



210 



145 



215 



190 



x)1 



x)1 



4? 



68 



x)1 
280 

x)1 



310 



633 



530 



625 



640 



700 



x)1 



x)1 



306 



424 



5 



« 



0 235 528 



70 



75 



20 



25 



Simtiiche hier angefuhrten Werte sind Mittelwerte aus 2 Bestimmungen. 
x)l bedeutet daB der betreffende Parameter nicht bestimmt wurde, 

x)2 uberschussiges Surfft wurde durch einmaliges AusschOtteln des Ols mit 10 ml H 2 0 (2 g Ascor- 
binsaure/100 ml) vollstandig entfemt, wobei sich POZ und Malondiald hydgehalt des ozonisierten Ols nicht 
wesentlich veranderten: die Peroxidzahl sank von 876 auf 860, der Malondialdehydgehalt von 68 jig/g auf 
52ag/g. 

X Butylhydroxyanisol 

Besonders gunstige Ergebnisse werden demnach durch Kombination von Ascorbinsaure und Butylhy- 
droxyanisol, Cftronensaure und Butylhydroxyanisol sowie Ascorbinsaure und Hydrogensutftt erhatten. 

Beisplel fur ozonisiertes DistelQl 

nn - Malondialdehyd 
P0Z 



01 Exbrakt 81 Extrakt 

ohne Extraktion 2315 - 704 

wassrige Extraktion 

+ 10 ml Ascorbinsaure- 
16sung (2 g/100 ml) 

+ 50 ul NaHS0 3 38%U 2119 - 62 621 



Anspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von stabiien ozonisierten Olen aus ungesattigten Pflanzenolen durch 
Bnleiten eines Ozon-Sauerstoff-Gemisches in das Ol bis zur Sattigung, dadurch gekennzeichnet, daB man 
nach der Ozonisierung eine Extrakfionsbehandlung in saurem Milieu in Gegenwart eines Redoxsy stems, 
das zu einer radikalischen Reaktion tahig ist und in Gegenwart eines kunstlrchen oder natOrlichen 
Antioxidationsmrttels oder Reduktionsmrttels durchfuhrt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man ais ungesattigtes pflanzltches 5l 
Olrvenol, Disteidf, Wetzenkeimol, Leinol, Mandelol. NuBol, Sonnenblumendl, Mohnol, Sesamol, Rtzinusol, 
Krotonol, Sojaol oder PaJmol verwendet 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB man als Redoxsystem Ascor- 
binsaure, Vitamin A, Vitamin E oder chinoide/berizoide Systeme verwendet 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man die 
Extraktion bei einem pH-Wert von 3,5 bis 6,5 durchfOhrt 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB man zur 
Gewahrleistung des sauren Milieus Ascorbinsaure oder Citronensaure verwendet 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man als 
Antioxidatjonsrnrtte! Butylhydroxyanisol oder GaJlat bzw. biologische Antioxidantien verwendet 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB man als Reduktionsmit- 
tel Hydrogensulfft verwendet 
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